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Estergruppenspaltendes Enzym aus Thermomonospora fusca 

Die Erfindung betrifft ein estergruppenspaltendes Enzym (im 
folgenden auch EGS-Enzym genannt) aus Thermomonospora fusca, 
ein Verfahren zu dessen Herstellung sowie seine Verwendung 
zum Abbau bzw. zur Behandlung von Estergruppen enthaltenden 
Polymeren und niedermolekularen Verbindungen . 

Einleitung und Stand der Technik 

Polymere und makromolekulare Werkstoffe, die einem kontrol- 
lierten biologischen Abbau unterliegen konnen, gewinnen in 
den letzten Jahren zunehmend an Bede utung. . __Elinfi_. Reihe von., 
derartigen Produkten sind auf dem Markt bereits im industri- 
ellen Malistab verfugbar. Innerhalb dieser neuartigen Produkte 
nehmen Estergruppen enthaltende Polymere (z.B. Polyester, Po- 
lyesterurethane, Polyesteramide ) eine zentrale Rolle ein. 
Beispiele fur bioabbaubare Kunststoffe auf Polyesterbasis 
sind z.B. Poly (13-hydroxybutyrat-co-Ii-hydroxyvalerat) , Poly (8- 
caprolacton) oder Poly (butylensuccinat ) . 




Da Polymere aufgrund ihrer MolekulgroBe die auflere Membrar 
der mikrobiellen Zellen nicht passieren konnen, ist der erste 
und in der Regel geschwindigkeitsbestimmende Schritt des Ab- 
baus eine Molmassenreduzierung ( Depolymerisierung) durch ex- 
trazellulare Enzyme. Polyester sind deshalb potentiell bioab- 
baubar, da die Esterbindungen grundsatzliche Angrif f spunkte 
fur solche extrazellularen hydrolysierenden Enzyme darstellen 

Fur aliphatische Polyester sind seit langem Untersuchungen 
zum biologischen Abbau mit Hilfe solcher hydrolysierenden En- 
zyme (z.B. Lipasen, PHB-Depolymerasen ) bekannt [Tokiwa et 
al., Polym. Mater. Sci. Eng. 62(1990), 988-992] [Jendrossek 
et al., Appl. Microbiol. Biotechnol . 46(1996), 451-4631]. Das 
Material wird mit einem entsprechenden Enzym unter geeigneten 
Bedingungen inkubiert und der Abbau uber die Bildung von 
Spaltprodukten im umgebenden Medium oder uber den Gewichts- 
verlust der Proben bestimmt. Fur die naturlichen Polyhy- 
droxyalkanoate wurden in der Regel hierfur speziell isolierte 
Hydrolysen (PHB-Depolymerasen) eingesetzt, wahrend fur den 
Abbau synthetischer Polyester nicht speziell fur den Zweck 
des Polymerabbaus isolierte komir>erzielle Lipasen etc. verwen- 
det wurden. 



Wahrend viele aliphatische Polyester sich grundsat zlich ais 
biologisch angreifbar erwiesen haben, gelten aromatische Po- 
lyester [z.B. Poly (ethylenterephthalat) , Poly (pr opylentere- 
phthalat), Polybutylenterephthalat) : bekanntermaBen als bio- 
logisch resistent. Urn die vergleichswei se zu aliphatischen 
Polyestern besseren Verarbei tungs- und Anwendungseigenscha f - 
ten der aromatischen Strukturen zu nutzen, sind in den letz- 
ten Jahren biologisch abbaubare aliphatische-aromatische Co- 



polyester entwickelt worden und warden in industriellem MaB- 
stab hergestellt [ Presseinf ormat ion der BASF AG, Ludwigsha- 
fen, zur K'98-Messe in Dusseldorf vom 17.03.98]. 

Durch die Einfuhrung der aromat ischen Komponenten wird jedoch 
die biologische Abbaugeschwindigkeit signifikant vermindert 
[Muller et al., Polym. Degrad. Stab. 59 (1998), S. 203-208]. 
So kommen z.B. Jun et al. [Jun et al., J. Environ., Polym. 
Degrad. 2 (1) (1994), S. 9-18] zu dem SchluB, dafi Copolyester 
aus PET und PCL nicht signifikant durch Lipasen (z.B. Pseudo- 
monas-sp. -Lipase) angegriffen werden. 

Ein Abbau von insbesondere Polyesteramiden mit verschiedenen 
tiblichen kommerziellen Lipasen unter technischen Aspekten ist 
ktirzlich beschrieben worden [WO 98/36086] . In diesem Patent 
wird auch die Auflosung eines Copolyesters aus Butandiol, 
Terephthalat (40 Mol.-%) und Adipat (60 Mol.-%) beschrieben. 
Die vermeintlich fur technische Anwendungen geeignete Reak- 
tionen werden durch beispielweise 50 mg Enzym (Lipase aus 
Candida antarctica) zu 0,3-1,8 g eines Polyesteramides in Fo- 
lien- bzw. Plattenform erreicht. Die erzielten Abbauraten 
liegen im Bereich von 600 mg Abbau/Woche. Fur den beschriebe- 
nen Abbau des aliphat isch-aromatischen Copolyesters mufi eine 
Enzymmenge von 1% (in 100 ml Puffer) zu einem feinen Pulver 

Copoly ester s gegeben werden. T rotz der durch die kleine 

PartikelgroBe bedingten erheblich groBeren Oberflache wird 
hier nur ein Abbau von 230 mg/Woche erreicht. 

Kurzlich konnte gezeigt werden, dali aliphat isch-aromatische 
Copolyester durch Mikroorganismenstamme aus der Gruppe der 
Actinomyceten abgebaut werden konnen [Kleeberg et al., Appl . 
Environ. Polym. Degrad. 64(5) (1998), 1731-1735]. 
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Trotzdem besteht immer noch ein Bedarf nach einem hochaktiven 
es tergruppenspal tenden Enzym, daB Polymere auf Polyest erbas is 
abbauen kann. 

Oberraschenderweise wurde er f indungsgemali gefunden, daft bio- 
logisch abbaubare, Polyestergruppen enthaltende Polymere, 
insbesondere auch alipha tisch-aromat ische Copoiyester, mit 
dem er f indungsgemaBen, im folgenden naher spezif izierten, ex- 
trazellularen Enzym aus dem za den Act inomyceten gehorenden 
Mi kroorganismus Thermomonospor a fusca, insbesonere des Stam- 
mes Thermomonospora fusca DSM 43793, alleine oder im Gemisch 
mit anderen Enzymen mit einer auftergewohnl ich hohen Abbauge- 
schwindigkei t bzw. -rate depolymer isier t und in niedermoleku- 
lare Bruchstiicke zerlegt werden konnen. 

Die Erfindung betrifft somit ein estergruppenspal tendes Enzym 
nach Patentanspruch 1, ein synthet isches Peptid oder Protein 
nach Patentanspruch 6, polyklonale bzw. monoklonale Antikor- 
per nach Patentanspruch 7 bzw. 8, Hybridomzellen nach Patent- 
anspruch 9, eine estergruppenspal tende Zusammenset zung nach 
Patentanspruch 11 sowie die Verwendung eines estergruppen- 
spaltenden Enzyms, synthet i schen Peptids oder Proteins oder 
einer estergruppenspal tenden Zusammenset zung nach Patenan- 
spruch 13 . 

Vorteilhafte Ausf uhrungsf ormen sind Gegenstand der Unteran- 
sp-ruche . 

Konkreter, jedoch ohne Einschrankung, bet rifft die Erfindung 
ein estergruppenspal tendes Enzym, das erhaltlich ist, indem 
der Mikroorganismus Thermomonospora fusca in einem geeigneten 



Nahrmedium, gegebenenf alls in Anwesenheit eines Indaktors, 
kultiviert wird. 



Vorzugsweise stammt das er f indungsgemalie estergruppenspalten- 
de Enzym aus dem Thermomonospora-f usca-Stamm, der bei der 
Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen unter der Zugangsnum- 
mer DSM 43793 hinterlegt ist. 

^ Die Kultivierung kann durch im Batch-, Fed-Batch- oder konti- 

•nuierlichen Betrieb in synthetischen oder komplexen Median 
erfolgen. Die Mikroorganismen konnen dabei frei vorliegen 
Oder an einem festen Trager immobilisiert sein. Grundsat zlich 
kommen sowohl nattirliche als auch genetisch veranderte Mikro- 
organismen in Frage. 

Geeignete Induktoren fur die Ausscheidung des Enzyms sind 
beispielsweise die Substrate selber, z.B. aliphatische Poly- 
ester und/oder Oligoester, aliphat isch-aromat ische Copoly- 
ester . 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm wird das er f indungsgema- 
fie estergruppenspaltende Enzym aulierdem aus dem Nahrmedium 
isoliert, indem aus dem Nahrmedium ein enzymhaltiger Kultur- 
uberstand gewonnen wird, beispielsweise durch Zentrif ugation, 
der gegebenenf alls konzentriert werden kann, beispielsweise 
durch Ultrafiltration und/oder Ammoniumsulf at f allung, worauf 
mit ublichen biochemischen Reinigungsmethoden, beispielsweise 
durch Chromatographie, insbesondere durch lonenaustausch- 
und/oder hydrophobe Interaktionschromatographie, das Enzym 
gereinigt wird. 




Das erf indungsgemafte es tergruppenspaltende EnzyiT: aus Therir.D- 
monospora fusca DSM 43793 ist durch folgende Parameter ge- 
kennzeichnet : 

Molmasse: 27400 D (durch SDS-Geleiektrophorese bestimmt) bzw. 
28200 D (aus der Aminosauresequenz t-erechnet) 

TemperaturoptimurrV-bereich : 65''C (3u-80''C) , 

Temperaturstabilitat : 70°C/30 min, 

pH-Opt imumZ-bereich : 6-7 (4- >8), 

Isoelektrischen Punkt: 6,4. 

Die Substratspezif itat umfaBt Estergruppen enthaltende Poly- 
mere, Triglyceride, Phthalsaurees ter . 

Mach einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm hat das er f indungsge- 
malie estergruppenspal tende Enzym aus Thermomonospora DSM 
43793 die folgende Aminosauresequenz: 

ANPYERGPNP TDALLEASSG PFSVSEENVS RLSASGEGGG TIYYPREN 
NT YGAVAI S P_ GYTGTEASIA WLG E RIAS HG FVVIT I DT I T TL D Q P DSRAE 
QLNAALNHMI NRASSTVRSR IDSSRLAVMG HSM3GGGTLR LASQRPDLK/A 
AIPLTPWHLN KNWSSVTVPT LIIGADLDTI APVATHAKPF YN3LPSSISK 



AYLELDGATH FAPNIPNKII GKYSVAWLKR FVDMDTRYTQ FLCPGPRDGL 



FGEVEEYRST CPF 



Oder 



durch eine durch Substitution, Insertion oder Deletion von 
Aminosauren entstandene mutierte Aminosauresequenz , die ein 
isof unktionelles Enzym ergibt . 

^ Die obige Aminosauresequenz oder Telle davon konnen selbst- 

•verstandlich auch synthetisch nach her kommlichen Verfahren 
hergestellt werden, beispielsweise mit einem automatischen 
"Peptide-Synthesizer" . 




Die Erfindung betrifft ferner polyklonale und monoklonale An- 
tikorper, die spezifisch gegen ein erf indungsgemaJies ester- 
spaltendes Enzym oder gegen ein ent sprechendes synthet isches 
Peptid Oder Protein mit gleicher Funktion und/oder Aminosau- 
resequenz gerichtet sind, sowie Hybr idomzellen , welche die 
monoklonalen Antikorper bilden. Die Herstellung von poly- 
oder monoklonalen Antikorpern bzw. die Herstellung der die 
letzteren bildenden Hybridome ist seit langem bekannt (vgl. 
beispielsweise: E. Harlow, D. Lane, "Antibodies, A Laboratory 
Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 1988; E. Lidell, I. 
Weeks, "Ant i korper-Techni ken" , Spektrum Akademischer Verlag, 
1996) , so daft es keiner weiteren Erorterunq bedarf . 

Daruber hinaus betrifft die Erfindung es tergruppenspaltende 
Zusammensetzungen, die ein er f indungsgemaBes estergruppen- 
spaltendes Enzym und/oder ein entsprechendes synthet isches 
Peptid Oder Protein mit gleicher Funktion und/oder Aminosau- 
resequenz sowie gegebenenfalls zusatzliche Enzyme, Stabilisa- 



toren, geeignete ober f lachenakt i ve Substanzen und/oder geeig- 
nete organische Losungsmit tel enthalt. 

Vorzugsweise handelt es sich bei den zusatzlichen Enzymen um 
Hydrolasen, insbesondere Esterasen, Proteasen, Cutinasen, Li- 
pasen, Phospholipasen und Lysophospholipasen , 

Besonders bevorzugt stammen diese Hydrolasen aus unter Pseu- 
domonas sp., Rizomucor miehei, Cpind'i r\^_ cyiindracca, Candidci 
antartica, Aspergillus niger, Chromobact er ium viscosum, Com- 
mamonas acidovorans, Rhizopus arrhizus und Rhizopus delamar 
ausgewahlten Mikroorganismen . Besonders geeignet sind auch 
die in WO98/36086 (Bayer AG), auf die hier ausdrucklich Bezug 
genommen wird, offenbarten Mikroorganismen. 

Die Erfindung gibt auf^erdem die Verwendung eines erfindungs- 
gemafien estergruppenspal tenden Enzyms oder eines syntheti- 
schen Peptids oder Proteins mit gleicher Funktion und/oder 
Aminosauresequenz oder einer er f indungsgemal3en estergruppen- 
spaltenden Zusammenset zung zum Abbau von Estergruppen enthal- 
tenden niedermolekularen und/oder makromolekularen syntheti- 
schen oder naturlichen Verbindungen an. 

Vorzugsweise handelt es sich bei den Estergruppen enthalten- 
den makromolekularen Verbindungen urn al ipha tische . c y_c 1 o a 1 i - 
phatische, al ipha t i sch-a r -ma t i sche , teilaromatische oder aro- 
matische Polyester bzw. Copolyester, Pclyesteramide , Poly- 
estercarbonate oder Polyesterurethane, die ket tenverlanqert , 
verzweigt oder vernetzt sein konnen. 



Die Estergruppen enthaltenden makromolekularen Verbindungen 
konnen beliebige Form haben und beispielsweise Copolymere, 



Mischungen bzw. Blends, Composits, Laminate oder Verklebungen 
mit anderen Werkstoffen bilden. 

In Verfahren zum Abbau von Estergruppen enthaltenden nieder- 
molekularen und/oder makromolekularen (polymeren) Verbindun- 
gen unter Verwendung des erf indungsgemaBen es tergruppenspal- 
tenden Enzyms (oder eines anhand der Aminosauresequenz syn- 
thetisch hergestellten Enzyms) oder einer dieses enthaltenden 
Zusammensetzung konnen Auf losungsgeschwindigkeiten erreicht 
^^^^^ werden, die denen von bislang bekannten Systemen deutlich 
^^^V uberlegen sind und eine technische Nutzung der enzymat ischen 
Behandlung von Estergruppen enthaltenden Polymeren ermogli- 
chen. Dies gilt insbesondere fur aliphat isch-aromatische Co- 
polyester und Polyester-Blends, die eine hohe wirtschaf t liche 
Bedeutung haben. 

Die Verwendung des erf indungsgemaBen estergruppenspaltenden 
Enzyms (oder eines anhand der Aminosauresequenz synthetisch 
hergestellten Enzyms) oder einer diese enthaltenden Zusammen- 
_ setzung zur Behandlung der oben bzw. im folgenden genannten 

^^^^^ Polymeren in technisch relevanten Formen, beispielsweise Fo- 
lien, SpritzguBteile, Beschicht ungen , Laminate, Schaurrien, 
Partikel, Verklebungen, kann zur Erhohung der Metabolisie- 
rungsgeschwindigkeit durch Mi kroorganismen , zur Aufarbeitung 

von Produkten im Rahmen eines Recyclings (z.B. zum Lose n vo n 

Verklebungen oder Entfernen von Beschichtungen) zur Ruckge- 
winnung von Polymerbausteinen aus bioabbaubaren Polymeren 
Oder zur Oberf lachenmodif izierung von Produkten aus Poly- 
estern dienen. 



Die Behandlung der Polymeren mit einer geeigneten Enzymformu- 
lierung, beispielsweise in Form eines rohen Kul turuberstandes 



• •^^^B •••• 
•^PP ••• •••• •••• 
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von Thermomonospora fusca, der gegebenef alls konzentriert 
werden kann, eines gereinigten Enzyms Oder eines syntheti- 
schen Enzyms oder einer diese enthaltenden Zusammenset zung, 
kann beispielsweise in waliriger Losung oder durch Auftragen 
der Enzymf ormulierung auf die Folynermater ial ien erfolgen. 

Niedermolekulare Es terverbindungen spielen als Additive in 
verschiedenen Polymeren eine Rolle. Auch solche Verbindungen 
lassen sich mit dem erf indungsgema P.pn En::ym spaltcn. 

Die durch das e rf indungsgemaf^e Enzyra (oder durch ein anhand 
der Aminosauresequenz synthetisch hergesteliten Enzyms) 
und/oder die diese enthaltende Zusammenset zung abbaubaren 
estergruppenhaltigen Polymeren umfassen neben den bereits 
oben genannten beispielsweise folgende: 

Estergruppen enthaltende synthetische und naturliche Polyme- 
re, insbesondere Lignine, Lignocellulose , Cutin, Suberin, 
aliphatische Polyester, insbesondere die in WC)98/36086 (Bayer 
AG), auf die hier ausdrucklich Bezug genommen wird, offenbar- 
ten, besonders bevorzugt Polycaprolactcn, aromatische oder 
teilarcm.atische Copolyester, insbesondere die in WO98/360S6 
(Bayer AG) offenbarten, besonders bevorzugt Terephthalsaure 
enthaltende, ganz besonders bevorzugt Copolyester aus 1,4- 

B u t a n d_i o 1 , T er e phthals a u r e _ jj n d _jAd_i£in s a u_r_e _C B TA ] , _ besonders 

bevorzugt mit einem Anteil von 30-7(D Moi-% Terephthalsaure, 
Polyesteramide , insbesondere die in WO98/36086 (Bayer AG) of- 
fenbarten, Polymere, die Urethan- und Estergruppen enthalten, 
d. h. Polyesterurethane , und segmentierte Polyure thane . 

Die Polyester konnen ke t tenver langert , verzweigt oder ver- 
netzt sein. 



Besonders bevorzugte konkrete Polyester sind Poly (propylen- 
succinat) , Poly (butylensuccinat ) , Poly (butylensuccinat-co- 
ethylensuccinat ) , ein Copolymer aus Berns teinsaure/Adipinsau- 
re/1, 2-Ethandiol/l, 4-Butandiol, Copolymere aus 1, 4-Butan- 
diol/Adipinsaure/Terephthalsaure . 

Die durch das erf indungsgema/ie Enzym (oder durch ein anhand 
der Aminosauresequenz synthetisch hergestellten Enzyms) 

•und/oder die diese enthaltende Zusammenset zung abbaubaren 
estergruppenhaltigen Polymeren konnen beispielsweise vorlie- 
gen als: 

Copolymere oder Gemische (Blends) aus zwei oder mehreren der 
oben genannten Polymeren, 

Composits Oder Laminate aus zwei oder mehreren der oben ge- 
nannten Polymeren oder deren Copolymeren oder Blends, 

Composits, Laminate oder Verklebungen mit naturlichen oder 
modif izierten naturlichen polymeren Werkstoffen, insbesondere 
Starke und/oder Cellulose (z. B. Papier), 

Composits, Laminate oder Verklebungen mit anderen, nicht not- 
wendigerweise bioabbaubaren Werkstoffen (z.B. Glas ) , 

Polymerf ormulierungen, die ubliche Fullmittel, Faserverstar- 
kungen, Hilfsmittel, Stabilisatoren enthalten. 

Die erf indungsgemalie Verwendung umfalit die Behandlung von Po- 
lymeren in Form von Partikeln, Suspensionen, Emulsionen, Be- 
schichtungen, Verklebungen, Filmen, Formkorpern, Fasern oder 



Vliesen, Geweben, Schaumen. Die Materialien konnen chemisch, 
thermisch oder mechanisch vorbehandel t oder unbehandelt ein- 
gesetzt warden. 

Das Enzym wird beispielsweise in gepufferter Losung oder in 
ungepuf f erter Losung, gegebenenf alls unter Einstellung des 
pH-Wertes verwendet . 

Die Anwendung erfolgt beispiel s w 1 s d u r c h E i n b r i n g -5 n v o i i 
Estergruppen enthaltenden Substanzen in geeignete Enzymlosun- 
gen oder durch Aufbringen einer geeigneten Enzymf ormulierung 
auf entsprechende Substanzober f achen . 

Weitere Verwendungsmoglichkei ten des er f indungsgemal3>en Enzyms 
betreffen die Behandlung der oben definierten Materialien zura 
Zweck der Vorbehandlung im Zuge einer Entsorgung, die Behand- 
lung der Materialien zur Trennung von Produkt komponenten, die 
Behandlung der Materialien zum Zweck der Ruckgewinnung ein- 
zelner oder aller Materialbausteine und die Behandlung von 
Materialien zum Zweck der Anderung von Ober f lacheneigenschaf - 
ten . 

Die folgenden Beispiele dienen zur Veranschaulichung der Er- 
findung und sind nicht als Beschrankung aufzufassen. 



1 . Kultivierung von Thermomonospora fusca DSM 43793. 

Ein steriler mit Alukappen verschl ieBbarer Kulturkolben ohne 
Schikanen wird zwei Zentimeter hoch mit sterilem Medium (ent- 
sprechend DIN V 54900, Teil 2) gefullt. In den Kolben werden 
3 g/1 eines aus 1 , 4 -Butandiol , Terephthalsaureester und Adi- 
pinsaure synthet isierten Copolyesters gegeben und mit 1 Vol.- 
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% des Inoculums aus einer Vorkultur von Thermomonospora fusca 
beimpft. Die Kultur wird 18 h bei 55°C auf einem Rundschutt- 
ler mit 120 Upm inkubiert. 

Nach Abbruch der Kultur warden die Feststoffe mit 8000 x g 

o 

bei 10 C 20 min abzentrif ugiert . Der Uberstand enthalt das 
ester spaltende Enzym. 

2, Abbau eines aliphat isch-aromat ischen Copolyesters mit 
Thermomonospora fusca im Kulturuberstand . 

Thermomonospora fusca DSM 43793 wird in einem Mineralsalzme- 
dium (siehe Beispiel 1) 24,8 h bei SS^'C kultiviert. 2 ml des 
organismenf reien Kulturuberstandes werden in eine Reagenzglas 
gegeben. Ein runder Polymerfilm (Durchmesser 0,9 cm) aus ei- 
nem Copolyester aus Butandiol, Terephthalsaure und Adipinsau- 
re (40 Mol.-'% Terephthalsaure in der Saurekomponente ) wird in 
den Kulturuberstand gegeben und 24 Stunden bei 55°C inku- 
biert. Der Gewichtsverlust des Films betragt danach 2,575 
mg/(cm2 Oberflache) . 

3. Isolierung des erf indungsgemaBen es terspaltenden Enzyms. 
P'onzentrierung : 



Der Kulturuberstand aus Beispiel 1 wird in einer Amicon- 
Ultraf iltrationskammer (Volumen: 50 ml, Filtrationsf lache : 47 
mm ) unter einem Druck von 3 bar und einer Membran mit einem 
Cut- off von 10 kDa auf 5% des ursprunglichen Volumens kon- 
zentriert . 



Die weiter Reinigung erfolgt mit Hilfe einer S tandard-FPLC- 
Anlage "LCC-Plus" mit automat ischer Aquilibrierung, Injektion 
und Elution (Pharmacia, Uppsala, Schweden) . Das konzentrierr e 
Protein im PCul turuberstand (2,1 mg) wird in einem ersten 
Schritt uber eine lonenaustauschersaule gereinigt. 

Parameter : 

Saule: UNO-Sl-Saule ( Saulenvolumen 1,3 ml, BioRad, Munchen) 
Startpuffer: 20 mM Citratpuffer (pH 4,0) 
Elution: (linearer Gradient) 1 M NaCl im Startpuffer 
FluBrate: 2 ml/min 

Figur 1 zeigt das Elut ionsprof i 1 , wobei der schwarze Balken 
die Fraktionen markiert, die es tergruppenspaltende Aktivitat 
auf weisen . 

In einem zweiten Schritt werden durch lonenaust auschchromato- 
graphie erhaltene und Aktivitat aufweisende Fraktionen durch 
hydrophobe Interakt ionschromatographie (HIC) weiter gerei- 
nigt . 



116 \ig Protein aus durch lonenaus tauschchromatographie erhal- 
tenen Fraktionen werden auf eine Phenylsepharosesaule aufge- 
t ragen 

Saule: Phenyisepharose-CL4B-Saule (Saulenvolumen: 1,14 ml, 
Pharmacia, Uppsala, Schweden) 



Startpuffer: 0,5 M Ammoniumsulf at in 20 mM Phosphatpuf f er (pH 
7,1) 



Eiution: ( S tuf engradient ) 30% Isopropanol in 20 mM Phosphat- 
puf fer (pH 7,1) 

FluBrate: 0,3 ml/min. 

Figur 2 zeigt das Elutionsprof il, wobei der schwarze Balken 
die Fraktionen markiert, die estergruppenspaltende Aktivitat 
aufweisen. 

Der Kulturuberstand weist eine spezifische Aktivitat von 3,3 
U/mg auf, Nach der lonenaustauschchromatographie wird eine 
spezifische Aktivitat von 218 U/mg und nach der HIC eine von 
360 U/mg erhalten. 

Charakterisierung des erf indungsqemaf^en Enzyms. 

Figur 3 zeigt die Aminosauresequenz des er f indungsgemaJien En- 
zyms und das "Alignement" zum Sequenzvergleich mit der 
Triacylglycerol-Lipase aus Streptomyces albus G und der 
Triacylglycerol-Acylhydrolase aus Streptomyces sp. Mil. Das 
"Multiple Alignment" wurde mit dem Programm "PileUp" erstellt 
_[Wisconsin Packa_qe, Versi on 9.1, Genetic s CompulLB:r_GrQiip ,.._^a^.. 
dison, WI, USA) . Voneinander abweichende Aminosauren an glei- 
chen Positionen sind schattiert dargestellt. Die schwarz um- 
randete Box markiert eine hochkonservierte Aminosauresequenz 
aus dem Bereich des aktiven Zentrums von Lipasen. Die Sequen- 
zen der beiden Streptomyces-Stamme stammen aus der SP-TREMBL- 
Datenbank (Release 7.0, 08/1998): Q56008 (Streptomyces sp. 
Mil), Q59798 (Streptomyces albus G) . 



#• ^^^^ •••• 
• ^^^^B ••• •••• •••• 
• ^^^t •••• •••• 
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Zur Aminosauresequenzierung wurde das EGS-Enzym von den nach 
der Reinigung noch vorhandenen Fremdproteinen isoliert. Dies 
erfolgte durch Auftrennung der Proteine mittels praparativer 
SOS-Gelelekt roph jrese und Ubertragung auf eine PVDF-Membran 
durch Western-Blotting. Mach der Farbung der Prot einbanden 
v/urde die Bande des Snzyms aus der Membran ausgeschnit ten und 
sequenz iert . 

Zur Bestimmung der Gesamt sequenz wurde das Enzym mit Trypsin 
und GIuC verdaut. Die Trennung der entstandenen Peptide er- 
folgte durch HPLC ("reversed phase"). Die N-terminale Sequenz 

und die Peptidf raktionen aus der Verdauung der BTA-Hydrolase 
wurden iiber einen " Edman-Abbau " in einem "Applied Biosystems 
473A Sequencer" ("gas-phase-mode") oder in einem "494A Preci- 
se HT Sequencer" ("gas-phase"- und "pulsed-liquid-mode" ) mit 
Standardprogrammen des Hersteliers analysiert. 

Durch Sequenzliberlappung und durch Vergleich der Teilsequen- 
zen des EGS-Enzyms mit den Aminosauresequenzen zweier be- 
kannter St reptomyces-Lipasen wurde die Gesamt sequenz des En- 
zyms bestimmt. 

4. Abbau von Estergruppen enthaltenen Polymeren mit dem er- 
f indungsgemaften es tergruppenspal tenden Enzym . __ 

Unter sterilen Bedingungen wurde in Reagenzglasern je ein Po- 
lym.erfllm (d = 0,9 cm) mit 1 ml der gereinigten Enzymlosung 
(25 i^g Enzym in 20 mM Phosphatpuf f er , pH 7,1) versetzt. Die 
Reagenzglaser wurden 17 h bei 55°C inkubiert. Der Gewichts- 
verlust der Polymerfilme diente als MaB fur die Enzymaktivi- 
tat . 
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Neben dem aliphatisch-aromat ischen Copolyestern BTA4O:60 (40 
mol% Terephthalsaure in der Saurekomponente) and BTA 60:40 
(60 mol% Terephthalsaure in der Saurekomponente) wird ein 
aliphatischer Polyester SP3:13 (aus 1 , 3- Propandiol und Bras- 
sylsaure synthet isiert ) sowie die kommer ziellen Estergruppen 
enthaltenden Polymere Bayer Tir 1874 ( Polyes teramid der Firma 
Bayer AG) , Bionolle (aliphatischer Polyester der Firma Showa 
^ . Highpolymers ) sowie der naturliche bakterielle Polyester 

•P(3HB) abgebaut. Gegenuber P(3HB) weist das es tergruppenspal- 
tende Enzym keine erkennbare Aktivitat auf. Bayer Tir 1874 
war zum Zeitpunkt der Probenahme schon vollstandig solubili- 
siert und die angegebene Aktivitat stellt einen Minimalwert 
dar. Die Ergebnisse sind in Figur 4 dargestellt. 

5. Vergleich des erf indunqsgemaf^en esterspaltenden Enzyms mit 
der Lipase aus Pseudomonas sp. 

In 6 ml physiologischer Kochsalzlosung (pH 7,0) werden je- 
weils Filme aus BTA40:60 gegeben. Zu der Losung werden je- 
weils 50 ^g des jeweiligen Enzyms (erf indunggemalies ester- 
spaltendes Enzym. bzw. Lipase aus Pseudomonas sp. von SIGMA 
Chemical Co., EC 3.1,1.3) gegeben. Der Ansatz wird bei der 
jeweiligen optimalen Temperatur der Enzyme inkubiert. Der 

Fortschritt des Abb aus w ird d urch Titration der g e bllde.t err 

freien Sauren mit 0,1 M NaOH verfolgt. Das Ergebnis ist in 
Figur 5 dargestellt. 

Im Vergleich zur Pseudomonas-sp . -Lipase kann mit dem erfin- 
dungsgemafien Enzym eine wesentlich hohere Hydrolysegeschwin- 
digkeit erreicht werden. 
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6, Spaltung von Triglycer iden mit dem er f indungsgemal^en 
esterspaltenden Enzym und mit der Lipase von Pseudomonas sp. 

0,5 ml der jeweiligen Triglyceride werden mit 5 ml einer 
Emulsionslosung (4,475 g NaCl, 0,103 g KH2PO4 in einem Ge- 
misch aus 75 ml dest i 1 1 iertem Wasser und 135 ml Glycerin 
(99,5%) gelost, mit 1,5 q Gummi -Arabicum versetzt und mit de- 
stilliertem Wasser auf 250 ml aufgefullt) und mit 4,5 ml de- 
stilliertem Wasser verseczt. 

Die Substrat losung v/ird direkt vor Beginn des Enzymtestes an- 
gesetzt und mit Hilfe eines Ultraturrax' 1 min bei 13500 Upm 
homogenisiert . 

Danach wird die Substratlbsung mit der Enzymlosung versetzt 
(20 yg Enzym pro 6 ml Substratlosung) , der pH-Wert auf pH 7,1 
eingestellt und die Esterspaltungen durch Titration mit 0,1 M 
NaOH verfolgt. In Figur ^ sind die Ergebnisse fur Triglyceri- 
de mit verschiedener Anzahl an C-Atomen in der Fettsaure- 
komponente dargestellt . 

Es kann ein breites Spektrum. an Fettsauren gespalten werden. 

7 . Spaltung von Phthalsaureestern mit dem er f indungsgeman>en 
esterspaltenden Enz.ym...ujid...iiii.t.. .der.._.lLlpas.e von. .Ps-eudomonas s^p 

Die Versuchsansat ze entsprechen denen von Beispiel 6. Anstel- 
le der Triglyceride werden Phthalsaureester mit unterschied- 
lichen Al kohol komponenten eingesetzt. Wahrend die Lipase aus 
Pseudomonas sp. nur den Dimethyl- und Diethylester spalten 
kann, hydrolysiert das er f indungsgemafie Enzym auch die Ester 
mit langerkett igen Alkoholen. Die Hydrolysegeschwindigkeiten 
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sind h5her als die der Pseudomonas-sp . -Lipase . Die Ergebniase 

smd in Figur 7 dargestellt . 
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Te.pe.aturstaMlit.t: 70=C/30 .in, 
PH-Optimum/-bereich: 6-7 (4- >8) , 



I^oelekt.ischen Punkt: 6,4 

5- ^^tergruppenspaltendes Fn. 

Anspruchf^ 1 "acn einem de- T7r^>-K 

pruche, gekennzeichnet durch rii . ^°^herxgen 
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